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(§7) Un precede cytometrique de separation de spenmato- 
zoides males et femelles en fonction de leur contenu en 
ADN. 

Les sperrnatozoTdes sont colons par un fluorochrome 
specifique de I'ADN respectant la viabilite des cellules. Les 
spenmatozoTdes sont analyses par un cytom^tre en flux 
dont Tenergie d'excitation du fluorochrome est foumie par 
une lampe a vapeur de mercure et dont la cellule d'anaiyse 
est congue de fagon a ce que la mesure de fluorescence 
des sperrnatozoTdes ne sort pas influence par 1'orientation 
des cellules dans le flux. Les spenmatozoTdes du sexe de- 
sir6 s6lectionn6s sur les cytogrammes sont tri6s et r6cupe- 
res de fagon a etre utilises dans des techniques de pro- 
creation animale m6dicalement assists. 
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La presente invention concerne un procedi permettant de separer des spermatozoides 
m§les et femelles en fonction de leur contenu en ADN, en vue de leur utilisation dans le domaine 
des biotechnologies animaies de procreation mfcdicalement assistee. 

Les spermatozoides males et femelles se caractferisent par une difference de contenu en 
5 ADN du simple fait que les spermatozoides males contiennent un chromosome Y et les femelles 
un chromosome X. Le chromosome Y est I6g§rement plus petit que le chromosome X avec une 
difference de I'ordre de 3,5 a 4,5% en ADN de Pensemble du g6nome, et ceci chez la plupart des 
espgces de mammiferes. L'utilisation de fluorochromes marquant de fa<?on stoechiom&trique 
I'ADN rend possible une analyse quantitative de I'ADN present dans une population de 

10 spermatozoides par I'intermediaire d'un appareil de cytomfetrie en flux, de mantere 4 differencier 
les sous-populations de spermatozoides males et femelles. Les spermatozoides de sexe 
determine peuvent etre r6cup6res par la partie trieur de I'appareil et utilis6 pour des 
inseminations ou des fecondations in vitro. L'utilisation de la cytom§trie en flux dans le but de 
s6parer des spermatozoides X et Y a fait I'objet de deux prises de brevets WO 90/13303 et WO 

15 90/13315. Dans ces brevets, la separation des spermatozoides fait appel a l'utilisation d'un 
appareil de cytom&trie en flux dont I'excitation en lumiere ultraviolette est produite par un laser & 
argon ayant une puissance de 5 watt. Ce type de laser a l'inconv6nient d'etre encombrant, 
couteux, difficile £ mettre en oeuvre, et necessite de plus une infrastructure particuliSre pour 
penmettre le refroidissement par eau. Ces appareiis sont conpus pour analyser les 

20 spermatozoides dans un flux vertical dans un systeme ouvert vers Pexterieur ou se fait I'excitation 
des fluorochromes par le laser. Ces appareiis, dans leur conception premiere sont sensibles & 
('orientation des spermatozoides par rapport 4 I'incidence du faisceau laser au moment de 
('excitation. Ceci conduit £ une representation bimodale sur les cytogrammes avec une quantity 
de spermatozoides orientes la face plane perpendiculaire au laser de I'ordre de 20%. Ce 

25 phenomene est rencontre & chaque fois que Ton analyse des cellules non spheriques et en 
particulier des cellules planes telles que les spermatozoides [Gledhill et al, J. Cell. Physiol. 87: 
367-376 (1976)]. Pour remedier & ce probldme, il a 6te propose une modification du cytom&re 
[Johnson et al, Cytometry 7: 268-273 (1986)]. Le systeme consiste £ remplacer dans I'appareil 
conventionnel, le detecteur de diffraction aux grands angles par un deuxieme photomultiplicateur 

30 situ§ a 90° par rapport au premier analyseur. Une deuxieme modification consiste 4 utiliser une 
buse biseautee pour injecter les echantillons de fapon 4 forcer les spermatozoides 4 s'orienter 
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dans le plan du faisceau laser, ce qui permet d'enrichir la fraction de spermatozoides bien 
orientes de 20 & 80%. Ensuite le deuxteme photomultiplicateur situ6 £ 90° par rapport au premier 
permet de reanalyser immediatement la partie des spermatozoides bien orientes et de visualiser 
sur les cytogrammes une separation des spermatozoides en deux populations X et Y. 
5 Malheureusement, le systeme d'orientation par la buse biseautee n'est applicable que pour les 
spermatozoides morts [Johnson et al, Biol. Reprod. 41: 199-203 (1989)1. Une analyse reste 
n6anmoins possible sur des cellules vivantes & partir des 20% de spermatozoides naturellement 
bien orientes, mais le rendement du tri devient alors tr6s faible. Une autre methode a 6te 
proposSe [M6t6zeau et al, Mol. Reprod. Dev. 30: 250-257 (1991)], consiste en une orientation 

10 optique des spermatozoides en utilisant deux lasers couples sur le mime appareil. Les r6sultats 
donnent une mauvaise resolution de la separation des spermatozoides X et Y ainsi que de tres 
mauvais rendements de I'ordre de 2%. Un autre inconvenient important rencontre lors de 
['utilisation de ce type d'appareil est que le tri se fait dans un champ eiectrique apres avoir 
charge electriquement les cellules que Ton veut s6parer alors que la charge eiectrique nuit a la 

15 motilite des spermatozoides. 

Le procede de la presente invention permet de remedier a ces inconvenients. Le 
cytometre en flux utilise dans ce proc6de est base sur un concept different de ceux d6crits 
precedemment. La premiere difference remarquable est la substitution du laser UV par une lampe 
d vapeur de mercure identique & eel les utilisees dans les microscopes & epifluorescence. Ce 

20 systeme est peu encombrant, peu couteux et ne necessrte aucune infrastructure tel que le 
refroidissement par eau dans le cas des lasers precites. En outre, r analyse des spermatozoides 
est effectuee dans une cellule d'analyse metallique, dont le centre est creuse par un canal dans 
lequel se cree le flux laminaire entraine par un liquide de gaine qui entoure rechantillon, lui- 
meme injecte par une buse situ§e & I'entree du canal. Le canal est recouvert d'une lamelle en 

25 verre au niveau de laquelle se situe un objectif qui analyse la fluorescence emise par les 
spermatozoides. De part sa conception, cette cellule d'analyse reflate la lumiere fluorescente 
emise par le spermatozoide dans toutes les directions et envoie & I'objectif une quantite de 
fluorescence independante de i'orientation des spermatozoides dans le flux laminaire. L'anatyse 
porte done sur la quasi totalite des spermatozoides et non sur 20% des spermatozoides dans les 

30 autres methodes, d'ou un rendement superieur au moment du tri des spermatozoides. La 
population de spermatozoides X ou Y est reperee sur le cytogramme et separee directement au 
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niveau de la cellule d'analyse par une valve dirigee par un quartz piezo-6lectrique situfe £ 
I'interieur du canal d'analyse. Celle-ci provbque une perturbation hydrodynamique du flux et 
oriente le spermatozolde repere vers un canal adjacent aboutissant k un tube de r6cup§ration. Le 
tri n'est limite que par la vitesse de mouvement de la valve qui est en g6n6ral de Pordre de 1000 
5 spermatozoides par seconde. Ce tri a I'avantage de conduire & des spermatozoides n'ayant pas 
eu & subir le traumatisme d'une charge 6Iectrique comme c'est le cas dans les autres appareils, 
et conduit & la recuperation de spermatozoides ayant une bonne motility. La majeure partie de 
ces caracteristiques se retrouvent dans le cytom&re en flux PAS III (PARTED GmbH, Munster, 
Allemagne). L'utilisation de cet appareil n'est en aucun cas limitatif du proc6d§ de cette invention 

10 et I'emploi de tout appareil ayant des caracteristiques similaires peut convenir 4 la mise en oeuvre 
de ce procede sans en alterer le caractere inventif . 

Le tri des spermatozoides se fait dans le but d'aboutir a des probations animales 
m6dicalement assistees telles que I'ins&nination artificielle, l'ins6mination chirurgicale ou la 
fecondation in vitro. II est done fondamental que ('ensemble des Stapes de ce proc6d6 se d6roule 

15 dans des colorants et des milieux permettant de garder les spermatozoides vivants, motiles et 
fecondants. Pour cela nous avons choisi comme colorant de fluorescence le Hoechst 33342 
(Calbiochem, San Diego, CA, Etats-Unis) qui est un agent intercalant des bases A et T de I'ADN, 
excitable dans I'UV, qui ne nuit ni & la viability cellulaire, ni au pouvoir ffecondant des 
spermatozoides, et qui n'a pas d'effet tferatogSne sur la descendance aux concentrations 

20 g6n6ralement utilises en cytometrie en flux [Morrell et al, Mut. Res. 224: 177-183 (1989)]. Le 
tampon de coloration des spermatozoides et le liquide de gaine sont des solutions isotoniques 
respectant la motility des spermatozoides. 

Les spermatozoides provenant de paillettes congel&es dans Tazote liquide ou provenant 
d'6jaculats frais, sont dilues dans un tampon Tris isotonique pour obtenir une concentration finale 

25 de 10 w spermatozoldes/ml. La coloration des spermatozoides se fait par Padjonction d'une 
quantity de Hoechst 33342 conduisant £ une concentration finale de 1pg/ml. La coloration est de 
1 heure £ 37°C. Les spermatozoides sont alors injectfe dans le cytom6tre & la vitesse de 600 
spermatozoldes/sec. La population de spermatozoides du sexe d§sir6 est s6lectionn§ sur le 
cytogramme sur lequel on visualise les deux sous-pics de fluorescence correspondant aux 

30 spermatozoides males et femelles par ordre de quantity d'ADN croissant. Les spermatozoides 
sont recuperes dans des tubes par fraction de 2 ml, puis concentres par gravit6, centrifugation ou 


2699678 

-4- 

filtration. Les spermatozoTdes sont ensuite soumis & une fetape d'enrichissement en 
spermatozoTdes motiles par migration ascendante, tamis molteulaire ou gradient de densite. Les 
spermatozoTdes motiles sont utilises immediatement pour des insemination chirurgicales ou des 
fecondations in vitro. 

Des separations de spermatozoTdes motiles de sexe d6termin6 ont 6t6s obtenus & partir 
de sperme de taureaux, de verrats, de beliers, de boucs, d'6talons, de chiens, mais ne constitue 
pas un caractere limitatif de Pinvention quant & Putilisation de ce proc£d§ avec du sperme 
provenant d'autres espdces de mammiferes. 

Cette invention est destin6e & produire une progfeniture d'un sexe d6termin6 soit en 
particulier chez les bovins, la production de femelles dans les races & lait et la production de 
mSIes dans les races & viande. De meme le contrSle du sexe dans les techniques de 
biotechnologies liees & la reproduction conduit & une acceleration de la selection au sein d'une 
meme race. 
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REVINDICATIONS 

1 . Un proc6d6 permettant de s£parer des spermatozoides mSles et femelles de mammiferes 

selon leur contenu en ADN comprenant les Stapes suivantes : 
5 a) marquer les spermatozoides avec un fluorochrome se fixant de fagon stoechiom§trique 

sur I'ADN et n'affectant pas la viability des cellules; 

b) faire passer les spermatozoides dans un cytom&re en flux, dont le flux laminaire est 
r6alis6 a I'interieur d'un canal m§tallique dont les surfaces r&fl&chissent la lumtere dans toutes les 
directions; 

10 c) analyser les spermatozoides par un objectif directement situ6 au niveau de la surface 

superieure du canal qui permet & la fois Pexcitation de I'ADN par Tinterm&diaire d'une lampe & 
vapeur de mercure, ainsi que la quantification de I'ADN de chaque spermatozolde par 
I'intermediaire d'un photomultiplicateur; 

d) dinger les spermatozoides ayant la quantity de fluorescence correspondant au sexe 
15 desire vers un canal adjacent & I'aide d'une valve presente sur la cellule d'anaiyse; 

e) recupferer les spermatozoides en vue de les utiliser pour des inseminations artificielles, 
des f&condations in vitro ou tout autre proc<§de de procreation. 

2. Un proc6d& selon la revendication 1, caracteris6 en ce que le fluorochrome est un agent 
intercalant de I'ADN. 

20 3. Un precede selon les revendications 1 et 2, caract6ris£ en ce que le fluorochrome se fixe 

sur les bases A et T de I'ADN et est excitable par la Iumi6re ultraviolette. 

4. Un procede selon la revendication 1, caracterisfe en ce que les spermatozoides proviennent 
de taureaux, de verrats, de b&iers, de boucs, d'etalons, de chiens, de lapins. 

5. Un procSde selon les revendications 1, caract6ris§ en ce que le canal m6tallique de la 
25 cellule d'anaiyse permet de r6fl§chir la fluorescence dans toutes les directions de fapon £ ce que 

la valeur globale de la quantite d'ADN analysfee ne soit pas influence par I'orientation du 
spermatozolde dans le flux. 

6. Un procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la valve anim§e par un quartz 
piezo-felectrique situe dans le canal de la cellule d'anaiyse produit une perturbation 

30 hydrodynamique permettant de diriger les spermatozoides du sexe dfeterminfe vers un canal 
adjacent. 
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7. Un procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que les spermatozoides sont 
analyses et recueillis dans un tampon assurant la viability et la motility des spermatozoides. 

8. Un proc6d§ selon la revendication 1, caract6ris£ en ce que les spermatozoides tri§s sont 
concentres avant d'etre utilises pour des fecondations in vitro du sexe desird. 
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